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論文内容要旨
 【目的】
 近年,人工サーファクタントの開発をはじめとする周産期・新生児医療の進歩により未熟児の
 生命予後は改善してきた。しかしintactsurviva1という観点からみた場合,中枢神経障害によ
 る後遺症の問題は以前にもまして重要性を増してきている。最近胎児・新生児の中枢神経障害の
 原因として活性酸素障害の関与が注目されており,羊胎仔においては虚血再還流障害による脳障
 害モデルも作成されている。そこで本研究では種々の胎令のモルモット胎仔脳のSOD活性,活
 性酸素発生量を測定し,さらに脳細胞膜の活性化エネルギーを求めることにより,胎仔脳におけ
 る活性酸素障害の関与および活性酸素防御機構の発達を解明することを目的とした。
 匿実験材料および方法】
 実験材料には胎令30-68日(満期68日)のHartley系モルモットの胎仔脳を用いた。母獣を
 エーテル麻酔下に開腹,胎仔を摘出後直ちに胎仔の脳を摘出,ホモジネートを作成し以下の実験
 を行った。SOD活性の測定はリン酸カリ緩衝液(含EDTA-2Na,pH7.8)によるホモジネート
 を用い,その他の実験はKrebs'RingerBuffer(pH7.4)によるホモジネートを用いた。活性酸
 素の測定には超微弱発光法を用いた。
 (1)ホモジネートを4℃,2000gの条件で15分間遠心し,その上清を試料としSOD活性を測定
 した。測定は試料作成後直ちに行い,測定法はMcCordとFridovichのシトクロム。法に従っ
 た。
 (2)真空隔離型生物フォトン検出装置にて増感剤を用いずに胎仔脳ホモジネートの超微弱発光を
 測定した。測定条件は37℃,95%酸素濃度とした。発生したフォトンを経時的に記録し,測定
 結果は最大発光強度と発光強度増加率の二点で評価した。
 (3)超微弱発光が,活性酸素反応によることを確かめるため,フリーラジカル・スカベンジャー
 を添加し(2)と同じ実験を行った。スカベンジャーは,SOD(1000U/ml),カタラーゼ(1000U/
 m1),グルタチオンペルオキシダーゼ(12.5U/ml)およびアジ化ナトリウム(60mmol/m1)を
 用いた。結果は最大発光強度および発光強度増加率の減少率で示した。
 (4)活性化エネルギーは試料の温度を10℃から40℃まで徐々に上昇させてその間の発光を経時
 的に記録し,Arrheniusの式から求めた。
 統計学的検定には,Mann-WhitneyU検定を用い,危険率5%未満を有意とした。
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 【結果彊
 SOD活性および超微弱発光の結果は胎令毎にA群:胎令30-39日,B群:40-49日,C群:
 50-59日,D群:60-68日,の4群に分けそれぞれ比較検討した。
 (1)SOD活性はA群(N=17):2.42±0.48U/mgprotein,B群(N-10):2.53±0.40,C群
 (N=9):3.13±0.44,D群(N=13):4.38±L35であり,A群とC,D群,B群とC,D群,C
 群とD群の間にそれぞれ有意差を認めた。
 (2)最大発光強度はA群(N-8):76.1±15,0cps/mgprotein,B群(N-10):60・6±1L9・
 C群(N=7):63.6±7.5,D群(N-7):37.1±3.1であり,A群とB,D群,B群とD群,C
 群とD群の間にそれぞれ有意差を認めた。発光強度増加率は,A群二3.09±0.81c/10sec/mg
 protein,B群:2.65±0.66,C群:2.55±0.89,D群:L56±0、21であり,A,B,C群それぞれ
 とD群との間に有意差を認めた。
 (3)スカベンジャー添加による最大発光強度および発光強度増加率それぞれの減少率はSOD
 (N=5):一4.0±8.1%,一25.4±20.4,カタラーゼ(N=5):3.4±23.3,47.7±20、6,グル
 タチオンペルオキシダーゼ(N=3):30.7±6.4,54.7±17.5,アジ化ナトリウム(N=3)
 26.5±2.5,26.2±15.8であった。カタラーゼ存在下でのSOD添加群(N-3)の減少率はそれ
 ぞれ28.8±1LOおよび5L1±20.0であった。
 (4)活性化エネルギーは胎令30日で17.4kcal/mo1,40日で30.3,50日で36.5,60日で39、9で
 あった。
 監結論】
 11)SOD活性は胎令早期で低く,胎令末期に急上昇した。このことから活性酸素消去機構は胎
 令末期になってはじめて完成することが示唆された。
 (2)スカベンジャー添加実験より超微弱発光が活性酸素反応を反映することが確認された。
 (3)活性酸素発生は胎令早期で最も多く,胎令末期には急激に減少した。
 (4)活性化エネルギーは胎令とともに上昇し,成長とともに細胞膜が活性酸素発生に対し化学的
 に安定化すると考えられた。
 (5)以上のことより,未熟胎仔の脳は活性酸素障害を受けやすく,その原因として活性酸素消去
 酵素系の未熟性および細胞膜構成成分の動力学的な不安定性が強く示唆された。
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 審査結果の要旨
 近年の周産期医療の進歩により新生児死亡率は減少の一途をたどっており,現在では単に新生
 児の生命を救うにとどまらず,後遺症のない生存すなわちintactsurvivalが周産期医療の目標
 となっている。このような観点からみた場合,新生児の中枢神経障害による後遺症は,以前にも
 まして大きな問題となっている。特に早産未熟児においては,救命できても中枢神経障害を残す
 ことが多く,その解決は非常に重要な課題である。
 従来,新生児の中枢神経障害発症は分娩時の低酸素血症およびアシドーシスによる脳の不可逆
 性変化によると考えられてきたが,最近の研究により分娩時の胎児仮死に帰せられるものは多く
 とも全中枢神経障害の10%程度であり,残りの90%は胎児期にその原因があると考えられるよ
 うになった。すなわち出生前に何らかのメカニズムにより,既に胎児の脳に障害が起こっている
 と考えられるようになってきた。最近このメカニズムの一つとして,活性酸素障害の関与が注目
 されている。その可能性を探るためには,胎児脳における活性酸素発生およびその防御機構につ
 いての基礎研究が必要である。
 本研究では,モルモット胎仔脳における活性酸素発生を超微弱発光法を用いて直接測定し,そ
 の胎令による変化を明らかにした。超微弱発光法は非常に感度の高い活性酸素測定法であり,特
 に本研究では増感剤を用いずに自然に近い状態で測定が行われた。また,活性酸素消去剤の添加
 実験を行うことによって超微弱発光が活性酸素反応を反映していることが証明された。その結果,
 各胎令の胎仔脳において活性酸素の発生が確認されたが,その発生量は胎令の若い胎仔脳で最も
 多く,胎令末期には急激に減少するという結果が得られた。また,活性酸素消去酵素の代表とし
 て,胎仔脳におけるSOD活性についても胎令別に検討された。その結果,SOD活性は胎令早期
 で最も低く,胎令末期に急上昇するという結果が得られた。さらに,胎仔脳における活性化エネ
 ルギーを超微弱発光法を用いて測定した。その結果,胎令が進むにつれ活性化エネルギーが上昇
 することが判明した。
 以上の結果より,未熟胎仔脳と成熟胎仔脳では活性酸素障害の危険性が異なることが示唆され
 た。すなわち,未熟胎仔脳では活性酸素障害を受けやすく,その原因として,活性酸素消去酵素
 系の未熟性および脳細胞膜構成成分の動力学的な不安定性が強く示唆された。
 この研究は,早産未熟児の中枢神経障害の発症原因としての活性酸素障害の可能性を初めて直
 接に証明したものであり,基礎研究として重要な意義をもち,さらには,未熟児の中枢神経障害
 の治療および予防にも道を開くものであり,学位に十分値するものと判断される。
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